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Resumo 
 
Os bacteriófagos são das entidades biológicas mais abundantes na Terra, estimando-se que 
o seu número seja aproximadamente 10
32
. Apesar da sua abundância só em 1917 é que foram 
denominados como tal por Felix d’ Hérelle. O seu estudo pode ser dividido em 3 períodos, sendo o 
primeiro logo após a sua descoberta, aplicando-se em terapia em animais e humanos; com o 
surgimento dos antibióticos o interesse em fagos diminuiu tendo sido estudados ao nível da estrutura 
e interacções hospedeiro-fago, originando a biologia molecular; actualmente tenta-se compreender o 
papel destes ao nível ecológico e usar no controlo de populações bacterianas patogénicas.   
Uma das bactérias patogénicas é Helicobacter pylori, associada a diversas patologias ao 
nível da mucosa gástrica humana, o seu ambiente natural. Actualmente não existe uma colecção de 
fagos disponível contra este microrganismo apesar do elevado número e ubiquidade. Neste trabalho 
pretendeu-se o isolamento e caracterização de bacteriófagos desta espécie, tornando estes 
disponíveis para futuros estudos sobre a importância que estes podem ter ao nível da virulência, 
ecossistema e biologia deste microrganismo. 
Foram adoptadas várias metodologias com vista a alcançar o objectivo, iniciando-se com a 
pesquisa de fagos líticos em amostras ambientais, indução de profagos integrados, tendo esta 
indução sido feita em meio líquido e sólido, com recurso a radiação ultra violeta, mitomicina C e 
outros agentes descritos como indutores de profagos, observando-se por microscopia electrónica o 
efeito sobre as estirpes. Estes procedimentos foram feitos em paralelo com outros 2 géneros 
bacterianos Escherichia e Campylobacter. Por fim foi realizada uma pesquisa de profagos com 
recurso à técnica de PCR, usando primers específicos para sequências conservadas e descritas 
como pertencendo a um profago de H. pylori. 
Apesar de não se ter isolado e caracterizado qualquer fago de H. pylori, foi possível a sua 
detecção ou seus remanescentes em 20% das estirpes usadas, por PCR. No entanto a indução de 
profagos com radiação UV e observação por microscopia electrónica de varrimento mostrou indícios 
da presença de fagos líticos, contudo fica a dúvida se se trata do fenómeno de autolise programada. 
 
 
 
 
Palavras-chave: Bacteriófagos, Helicobacter pylori; Campylobacter; Profagos; Indução de profagos 
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Abstract 
 
Bacteriophages are the most abundant biological entities on Earth, with an estimated 
number of about 1032. Despite its abundance only in 1917 they were named as such by Felix 
d'Hérelle. The study of phages can be divided into three periods, the first soon after their discovery, 
applying therapy in animals and humans, but with the advent of antibiotics interest in phages 
decreased; then they have been studied in terms of structure and host-phage interactions, resulting 
in the beginning of molecular biology; today studies are trying to understand the role of the phages 
on ecological level and use to control pathogenic bacterial populations.   
One of these pathogens is the bacterium Helicobacter pylori which is associated with various 
human pathologies located in the gastric mucosa, its natural environment. Today despite the high 
number of phages there are no collections of these available against this organism. This work aimed 
to isolate and characterizes H. pylori bacteriophages, making these available for future studies on the 
importance that they may have in terms of virulence, ecosystem and biology of this microorganism. 
Various methodologies have been adopted to achieve the goal, starting with the lytic phage 
research in environmental samples, induction of integrated prophages, and this induction was 
performed in liquid and solid, using ultraviolet radiation, mitomycin C and other agents reported as 
prophages inducers, observing the effect on the strains by electron microscopy. These procedures 
were performed in parallel with two other bacterial genera Escherichia and Campylobacter. Finally 
we conducted a survey of prophages using the PCR, with specific primers for conserved sequences 
that were described as belonging to a H. pylori prophage.  
Although we haven’t isolated and characterized any H. pylori phage, it was possible to detect 
these or these remaining in 20% of the strains used by PCR. However, the prophages induction with 
UV radiation and observation by scanning electron microscopy showed evidence of the presence of 
lytic phages, there is the question regarding if it is the phenomenon of programmed autolysis. 
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1- Introdução 
1.1 - Bacteriófagos 
1.1.1 - Descoberta dos Bacteriófagos e seu estudo 
 
Os bacteriófagos são vírus cujo hospedeiro são células bacterianas. Estes, tal como os vírus 
de eucariotas são metabolicamente inertes no espaço extracelular, reproduzindo-se apenas após 
infecção de um hospedeiro. São ubíquos, sendo isolados da maioria dos ambientes colonizados por 
microrganismos, sendo ecológica e fisiologicamente tão variados e versáteis como os seus 
hospedeiros. A gama de temperaturas para sobrevivência destes e infecção varia de menos de 4ºC a 
95ºC e a gama de pH de 1 a 11 (Sharp, 2001). São as entidades de origem biológica mais 
abundantes na Terra, estimando-se que no total o seu número varie entre 10
30
 e 10
32
 (Brussow & 
Hendrix, 2002) de acordo com as sequências obtidas por metagenómica (Wommack et al, 2009). 
Apesar de muito abundantes, o processo que levou à sua descoberta apenas se iniciou em 1896 por 
Ernest Hankin, tendo este observado que a água do rio Ganges possuía actividade antibacteriana 
contra Vibrio cholerae. Sugeriu então a presença na água de uma substância anticéptica, filtrável e 
termolábil responsável pelo fenómeno. Dois anos mais tarde Gamaleya descreveu um fenómeno 
similar em Bacillus subtilis. Só em 1915 Frederick Twort associou este fenómeno a um vírus aquando 
da observação da dissolução de culturas de micrococcus. Em 1917 Felix d’Hérelle reportou a 
presença de microrganismos microscópicos capazes de lizar culturas de Shigella resultando em 
zonas claras, as quais denominou de “placas virgens”. Introduziu pela primeira vez o termo 
bacteriófago, desenvolveu a metodologia para os isolar e utilizou-os para combater infecções 
bacterianas humanas e animais.  
O estudo de fagos pode ser dividido em três períodos. O primeiro logo após a sua descoberta 
onde foram usados para controlo do tifo aviário causado por Salmonella gallinarum, sendo 
posteriormente aplicados em humanos, “Terapia fágica”, tratando disenterias e lesões na pele 
causadas por Staphylococcus. Esta terapia foi usada na Europa de Leste e EUA até 1930 -1940, 
altura em que foram introduzidos os antibióticos, verificando-se um declínio de interesse no seu 
estudo (Johnson et al, 2008). Uma segunda fase começou em 1940 com estudos ao nível da 
estrutura e interacções hospedeiro/fago por Delbruck, Luria e Lederberg que criaram as bases para o 
desenvolvimento da biologia molecular (Marks & Sharp, 2000). A terceira fase iniciou-se cerca de 20 
anos atrás e tem como objectivo perceber o papel que os fagos desempenham a nível ecológico na 
biosfera, mas também o papel que estes poderão ter no controlo de populações bacterianas (Maura & 
Debarbieux, 2011). 
1.1.2 - Classificação dos bacteriófagos 
 
 Os bacteriófagos (de agora em diante designados fagos) são classificados em 13 famílias de 
acordo com a morfologia, tipo de ácido nucleico e presença ou ausência de envelope ou camada 
lipídica (Tabela 1). Em relação ao tipo de ácido nucleico os fagos podem ser divididos em ssDNA, 
dsDNA, ssRNA e dsRNA. Em termos da morfologia dos fagos, estes podem ser descritos como 
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isométricos (icosaedro) com cauda, em forma de hélice (filamentosos) ou pleomórficos. Os fagos com 
cauda (ordem Caudivirales) representam actualmente 96% dos fagos até agora descritos, possuindo 
uma cabeça icosaedrica, cauda e dsDNA. Esta ordem é dividida em três famílias de acordo com a 
sua morfologia: Myoviridae com caudas longas e contrácteis (fagos T2 e T4); Siphoviridae com 
caudas longas mas não contrácteis (fagos λ, T1 e T5) e Podoviridae que possuem pequenas caudas 
(fagos T3 e T7). Os outros fagos são classificados em 10 famílias que representam apenas 4% do 
total de fagos conhecidos, sendo estes pleomorficos, cúbicos ou filamentosos. Dentro da família dos 
fagos de cápside icosaedrica encontra-se os quatro tipos de genomas descritos, incluindo dsRNA 
(família Cystovirales). Os fagos helicoidais e pleomórficos possuem maioritariamente genomas de 
dsDNA, com excepção da família Inoviridae que possui um genoma de ssDNA (fago M13). Assim, os 
fagos com cauda são de acordo com as técnicas de isolamento e identificação actualmente usadas, 
os mais prevalentes e usados em terapia e biologia molecular, sendo que nesta última os fagos 
cúbicos (fago φX174) e filamentosos (fago M13) são também bastante usados, como por exemplo o 
fago φX174 como marcadores de peso molecular após digestão do DNA fágico com uma 
endonuclease de restrição – HaeII (Abedon, 2008; Ackermann, 2003; Matsuzaki et al, 2005).   
 
Tabela 1: Classificação dos fagos, adaptado de (Ackermann, 2003; Matsuzaki et al, 2005).  
 
Ordem Família  Morfologia Ácidos nucleicos 
 
 
1.1.3 - Tipos de infecção fágica 
 
Actualmente considera-se o tipo de infecção fágica em três grandes categorias, e seis 
subcategorias - Tabela 2 (Abedon, 2008; Matsuzaki et al, 2005). Esta divisão é feita tendo em conta 
factores como a sobrevivência do hospedeiro, a replicação do genoma fágico, a produção de viriões 
(novas partículas virais formadas após ocorrência do ciclo lítico) após infecção, bem como a progenia 
originada.  
No tipo de infecção lítica ou produtiva, o fago induz a lise do hospedeiro bacteriano, 
terminando com a libertação de viriões para o exterior. A infecção crónica, envolve a produção e 
libertação constante de viriões sem a lise imediata do hospedeiro. A lisogenia, envolve integração e a 
replicação do genoma fágico no interior do hospedeiro, mas sem a produção de viriões e mantendo a 
viabilidade do hospedeiro. Na pseudolisogenia, não ocorre replicação do genoma do fago, mas retém 
Cauda contráctil 
Cauda longa e não contráctil 
Cauda curta e não contráctil 
Cápside icosaédrica com vesículas lipoproteicas 
Cápside icosaédrica com camada lipídica  
Filamentoso e lipídos 
Pleomórficos, sem cápside, lipídos e com envelope 
Bacilos helicoidais  
Pleomórficos, sem cápside, lipídos e com envelope 
Forma de bacilo com simetria helicoidal 
Cápside icosaédrica 
Cápside quasi-icosaédrica 
Com envelope, cápside icosaédrica e lipídos 
 
 
 
DNA de cadeia dupla 
 
 
 
 
 
 
DNA cadeia simples 
RNA cadeia simples 
RNA cadeia dupla 
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o potencial para no futuro o fazer e consequentemente originar novos viriões. Ao contrário dos fagos 
temperados, neste tipo de infecção não ocorre integração do genoma fágico no hospedeiro. A 
restrição ao fago é um tipo de imunidade, que envolve a perda do fago, mas não da viabilidade do 
hospedeiro. Nas infecções abortivas, há a perda de viabilidade quer do fago, quer do hospedeiro. 
  
Tabela 2: Tipos de infecção fágica (adaptado de Abedon, 2008). 
Categoria Tipo de infecção Sobrevivência 
do hospedeiro 
Sobrevivência 
do fago 
Replicação do 
genoma do fago 
Libertação viriões 
Produtiva Lítica Não Sim Sim Lise 
Crónica Sim Sim Sim Crónica 
Lisogénica Lisogénica Sim /Não Sim Sim Não 
Não produtiva  Pseudolisogénica Sim /Não Sim Não Não 
 Restritiva Sim Não Não Não 
 Abortiva Não Não Não Não 
 
 
 
1.1.4 - Mecanismos de infecção  
 
O primeiro passo da infecção fágica é a adsorção a um receptor, estando estes componentes 
à superfície bacteriana e são reconhecidos por domínios de ligação a receptores do fago. Os 
receptores usados pelos fagos são normalmente carboidratos, proteínas membranares, ou estruturas 
à superfície bacteriana como o flagelo e pilli (Gill & Young, 2011). Os fagos podem ligar-se a 
receptores de uma única espécie ou a uma estirpe específica, sendo raros os fagos polivalentes, isto 
é, capazes de infectar diferentes espécies ou géneros. Esta gama de especificidade de interacção 
dos fagos com as células bacterianas é dependente da natureza dos receptores à superfície 
bacteriana. A ligação é também dependente da composição química do receptor, a sua configuração 
espacial, bem como das proteínas fágicas que estabelecem a ligação. É esta interacção do fago com 
os receptores à superfície do hospedeiro que vai definir a especificidade de um determinado fago 
para o seu hospedeiro, bem como que a ausência destes à superfície pode levar à resistência das 
células bacterianas à infecção pelo fago (Rakhuba et al, 2010). Após a adsorção irreversível do fago 
a um receptor à superfície bacteriana o genoma é injectado no citoplasma do hospedeiro. A partir 
deste ponto o vírus pode seguir uma de duas estratégias. No ciclo lítico são sintetizadas várias cópias 
do genoma que são depois encaminhadas para a cápside, esta é apenas feita numa fase tardia da 
infecção para evitar a formação de cápsides vazias. Após montagem com as proteínas estruturais e 
incorporação do genoma na cápside, no caso da ordem Caudiviridae também com a incorporação da 
cauda, o virião esta pronto a ser libertado (Matsuzaki et al, 2005). As novas partículas virais são 
libertadas após lise do hospedeiro. A lise do hospedeiro é normalmente feita com recurso a proteínas 
virais como por exemplo holina que faz poros na membrana e endolisina que degrada a parede 
celular – Figura 1. As lisinas são moléculas que degradam o peptidoglicano mesmo reagindo do 
exterior, exercendo um efeito bacteriolítico em poucos segundos. Estas são eficientes mesmo em 
células na fase estacionária.  
Outra das estratégias que o fago pode seguir é o ciclo lisogénico. Após infecção o fago 
modela a sua expressão génica de modo a estabelecer uma relação “quasi-stable” e de longo termo 
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com o hospedeiro – Figura 1. Para tal este vai integrar o seu genoma num local específico do 
genoma do hospedeiro, coordenando a sua replicação com o hospedeiro. Desta forma assegura a 
sua passagem para as células filhas. Esta relação persiste até que o ciclo lítico seja induzido 
(Abedon, 2008).  
A presença de fagos temperados pode trazer novos fenótipos para o hospedeiro aumentando 
o seu potencial de sobrevivência. A aquisição de novos fenótipos pode ocorrer por vários processos, 
como sendo a conversão lisogénica, rearranjos genómicos, interrupção de genes, protecção contra 
infecção lítica, lise de estirpes competidoras e introdução de novos factores de “fitness” (Srividhya et 
al, 2007). Um dos exemplos destes processos de melhoramento do “fitness” do hospedeiro, está 
relacionado com a patogenicidade. Exemplo Vibrio cholerae que após a infecção pelo fago CTXφ 
adquire uma ilha de patogenicidade responsável pela produção da toxina da cólera (Karaolis et al, 
1999). 
 
Figura 1: Ciclo da infecção fágica. 1 – Adsorção e injecção do DNA; 2 – Replicação do genoma; 3 – Produção 
da cabeça e cauda; 4 – Síntese das lisinas; 5 – Empacotamento do genoma; 6 – Adição da cauda; 7 – Saída da 
progenia; 8 – Circularização do genoma; 9 – Integração do genoma fágico no do hospedeiro. Adaptado de 
(Matsuzaki et al, 2005) 
 
1.1.5 - Métodos de estudo/indução de profagos 
 
Um importante reservatório de profagos são as bactérias lisogénicas. Um elevado número de 
fagos pode ser obtido por indução de profagos através da exposição a um agente mutagénico ou 
como uma resposta a condições de crescimento menos favoráveis para o hospedeiro (Long et al, 
2008).  
São vários os agentes descritos na bibliografia como indutores de profagos. A indução de 
profagos em estirpes lisogénicas pode resultar de mudanças no crescimento do hospedeiro, 
exposição a metais pesados e outros contaminantes ambientais, mudanças de temperatura, 
exposição a agentes mutagénicos como sendo a radiação ultra violeta e mitomicina C (Hewson & 
Fuhrman, 2007). Contudo outras abordagens têm sido descritas como eficientes na indução de 
profagos, como sendo o caso de agentes indutores de stress, por exemplo o peróxido de hidrogénio 
Parede celular  
Membrana citoplasmatica  
DNA Fago 
Holina 
Lisina 
Cápside 
Cauda 
Ciclo lítico Ciclo lisogénico  
DNA  
hospedeiro 
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(Banks et al, 2003) ou antibióticos que interagem com replicação do DNA e divisão celular, 
nomeadamente β-lactâmicos (Zhang et al, 2000). Estes foram descritos como promotores da 
transferência de ilhas de patogenecidade em Staphylococcus aureus (Maiques et al, 2006). A indução 
de profagos ocorre uma vez que ao interagir com a síntese da parece celular ou replicação de DNA, é 
activado o sistema SOS, com vista à reparação do DNA e garantir a sobrevivência da célula. A 
resposta SOS é feita com base em duas proteínas, RecA e LexA. Na presença de lesões no genoma 
a proteína RecA é activada, promovendo a degradação de LexA, mas também de repressores do 
ciclo lítico. Inicia-se então a replicação viral e lise do hospedeiro (Weinbauer & Suttle, 1996).  
Contudo grande parte dos profagos não é induzivel pelos métodos atrás descritos, pois 
encontram-se inactivados, sendo apenas identificados por análise genómica. Apesar de serem 
incapazes de lizar a célula, certos genes podem estar funcionais, sendo até benéficos para o 
hospedeiro. A identificação de profagos funcionais no genoma dos hospedeiros é extremamente difícil 
uma vez que i) as sequências de proteínas não são altamente conservadas entre diferentes fagos; ii) 
os genes bacterianos podem não estar totalmente anotados e algumas open reading frames (ORFs) 
correspondentes a profagos são perdidas; iii) os genes de fagos podem estar presentes apenas numa 
pequena região do genoma; iv) o acumular de mutações ao longo de uma região leva a que o profago 
não seja induzível, estando presente apenas remanescentes de um profago funcional; v) dada a sua 
grande diversidade, muitos profagos não são ainda conhecidos, podendo estes estar presentes em 
genomas bacterianos completamente anotados, mas não identificados como tal (Zhao et al, 2010). 
 
1.1.6 - Fagos e lisinas em terapia. Alternativa aos antibióticos?  
 
Actualmente o aparecimento de bactérias resistentes a múltiplos antibióticos, “super-bugs”, 
tem levantado preocupações ao nível de saúde pública, visto escassearem cada vez mais drogas 
para lidar com estes microrganismos (Maura & Debarbieux, 2011). A estratégia de produção de novos 
antibióticos para combater novas resistências, tem vindo a falhar, sendo que actualmente o 
aparecimento de novas resistências é superior ao número de novos antibióticos lançados para o 
mercado. Este facto deve-se sobretudo à estratégia adoptada pelas indústrias farmacêuticas desde 
1990 em que basearam as suas pesquisas em estratégias de sequenciação genómica e pesquisa em 
bibliotecas genómicas, com vista a identificar moléculas alvo de ligação dos antibióticos. Desta forma 
foi abandonada a pesquisa tradicional de novos antibióticos, bem como foi dada pouca ênfase ao 
estudo da permeabilidade das novas moléculas através da membrana, efeito das bombas de efluxo e 
desenvolvimento de resistências. Assim o número de novos antibióticos no mercado tem vindo a 
diminuir sobretudo para bactérias Gram negativas. O aparecimento de novas resistências aliada a 
dificuldade de descoberta de novos antibióticos eficazes tem levado muitas industrias a direccionarem 
os seus estudos para o desenvolvimento de drogas para áreas mais lucrativas como sendo a 
desenvolvimento de drogas contra doenças crónicas (Livermore, 2011). Contudo, serão sempre 
necessários novos compostos antimicrobianos para ”combater” estes “super-bugs”, pelo que como 
resultado tem-se investido na aplicação de fagos e lisinas (cujo isolamento é mais rápido e barato 
quando comparado com os antibióticos), péptidos antimicrobianos e nanoparticulas (Lu & Koeris, 
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2011) não só em termos clínicos, mas também no controlo microbiológico na indústria alimentar, 
agricultura, organismos patogénicos em águas e outras aplicações ao nível ambiental (Rakhuba et al, 
2010).  
A aplicação de fagos e lisinas poderá trazer várias vantagens comparativamente aos 
antibióticos. Os bacteriófagos são muito específicos, afectando apenas a estirpe alvo; são efiecientes 
no combate a biofilmes; replicam-se no local de infecção; não têm sido descritos efeitos secundários; 
o aparecimento de bactérias resistentes pode ser combatido com outro tipo de fagos com igual gama 
de hospedeiro; a selecção de novos fagos contra bactérias resistentes é um processo relativamente 
rápido; as lisinas tal como os fagos são específicas, eliminando a estirpe alvo sem afectar a 
microflora. Os antibióticos afectam não só o microrganismo patogénico, mas toda a microflora; são 
metabolizados e eliminados pelo organismo; podem levar a efeitos secundários como alergias; a 
resistência não se limita à estirpe alvo; o desenvolvimento de novos antibióticos pode demorar vários 
anos (Sulakvelidze et al, 2001). Apesar de apresentarem várias vantagens relativamente ao uso de 
antibióticos, o uso de fagos em terapia de doenças infecciosas ainda requer bastante estudo pois 
apresenta limitações como a ausência de estudos de farmacocinética, como é que estes são 
distribuídos pelo organismo, como são eliminados; os fagos e lisinas administrados podem ser 
inactivados por anticorpos neutralisantes ou levar a reacções alérgicas; a especificidade dos fagos 
para uma dada estirpe levanta problemas, já que seria necessário o desenvolvimento de métodos 
rápidos e eficientes na identificação do agente infeccioso, mas também do fago apropriado para 
combater esse mesmo agente; os procedimentos para crescimento, purificação e armazenamento de 
fagos têm de ser desenhados de forma a garantir a ausência de toxinas e restos celulares (Matsuzaki 
et al, 2005; Merril et al, 2003).  
Actualmente estudos sugerem a aplicação de antibióticos e fagos em conjunto e não em 
separado, uma vez que estes em conjunto podem ter um efeito sinérgico (Kutateladze & Adamia, 
2010; Santos et al, 2009). Podendo os fagos ser geneticamente modificados de forma a melhorar a 
acção bactericida dos antibióticos (Lu & Collins, 2009). Estes autores demonstraram que alterando a 
sequência do fago M13 de forma a que quando lisogenado exprima uma série de proteínas que vão 
inibir o sistema SOS do hospedeiro. Desta forma a acção dos antibióticos é eficaz mesmo contra 
bactérias resistentes ao tratamento exclusivo com antibióticos ou eliminação de biofilmes. Esta 
abordagem de biologia sintética permite reduzir o risco de introdução de genes fágicos indesejados 
em comunidades bacterianas, como toxinas. Contudo o potencial para o desenvolvimento de 
resistência à infecção fágica persiste. 
 
1.2 - Helicobacter pylori 
1.2.1 - Biologia do microrganismo 
Helicobacter pylori é a espécie tipo do género Helicobacter (Goodwin et al, 1989) tendo sido 
descrita e isolada pela primeira vez por Robin Warren e Barry Marshall em 1983 a partir de um 
doente com gastrite crónica (Warren, 1983). Morfologicamente esta espécie é descrita como sendo 
Gram negativa, com 2 a 4 µm de comprimento e flagelação unipolar, com 3 a 7 flagelos e sem 
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produção de fímbrias. Apesar da sua forma espiralada, a bactéria pode apresentar quer a forma de 
bacilo (viável) quer uma forma cocoide associada a cultura in vitro ou terapia antibiótica. Estas formas 
cocoides representam uma forma viável mas não cultivável da bactéria (Kusters et al, 1997), contudo 
há autores que defendem que estas formas são cultiváveis (Brenciaglia et al, 2000). H. pylori  é um 
microrganismo microaerofílico, 2 a 5% de O2, capnóico, 5 a 10% de CO2. O crescimento ocorre à 
temperatura óptima de 37ºC, sendo o seu ambiente natural a mucosa gástrica humana. Apesar de 
colonizar a mucosa gástrica trata-se de um microrganismo neutrófilo, tendo um tempo de vida curto 
quando exposta a pH inferior a 4. O crescimento desta estirpe ocorre em valores de pH entre 5,5 e 
8,0, sendo o pH neutro óptimo para crescimento. In vitro necessita de meios suplementados com soro 
ou sangue, pois é um microrganismo fastidioso, formando colónias pequenas (~1mm), translúcidas e 
lisas (Kusters et al, 2006). H. pylori está associada a diversas patologias humanas como a gastrite, 
linfoma do tecido mucóide da mucosa gástrica (MALT), úlceras pépticas e mesmo cancro na mucosa 
gástrica, sendo necessária uma terapia tripla para a sua erradicação. Esta primeira linha de 
tratamento consiste num inibidor das bombas de protões e dois antibióticos, amoxicilina e 
claritromicina. A terapia tripla falha em 20% dos casos devido ao desenvolvimento de resistências aos 
antibióticos, mas também devido à não adesão dos doentes a uma terapia longa e para a maioria dos 
pacientes dolorosa (Kusters et al, 2006; Mégraud, 2004; Parente et al, 2003) . 
 
1.3 - Bacteriófagos de H. pylori 
 
 Apesar de alguns autores defenderem que certas bactérias não possuem profagos 
associados (Campylobacter jejuni, Mycobacterium leprae, certos Mycoplasma, Chlamydia spp. e 
inclusive H. pylori), (Brussow et al, 2004) as evidencias até agora descritas em H. pylori levam a 
acreditar na sua existência, levantando questões sobre o papel que o fago terá na virulência desta 
bactéria.  
A primeira descrição de bacteriófagos isolados a partir desta bactéria data de 1987 por 
Marshall (Marshall et al, 1987), onde descreveu a observação de partículas semelhantes a 
bacteriófagos em estirpes isoladas de biopsias. Marshall foi seguido em 1989 por Goodwin (Goodwin 
et al, 1989) onde também descreveu a presença de bacteriófagos intracelulares em espécimes 
isolados de biopsias gástricas. Outros autores no seguimento destes estudos, tentaram descrever de 
forma mais explícita e ao mesmo tempo isolar fagos a partir de H. pylori. Schmid em 1990 descreve 
uma estirpe, (SchReck 290) isolada de biopsias gástricas, capaz de produzir bacteriófagos 
espontaneamente. Após a cultura em gelose sangue este descreveu a presença de vírus com cabeça 
hexagonal no interior e exterior do hospedeiro. A cápside do fago foi descrita como tendo cerca de 
70x60 nm de diâmetro, tendo a cauda cerca de 120 nm de comprimento (Schmid et al, 1990; 
Vonheinegg et al, 1993).  Em 1993, o mesmo grupo, a partir da mesma estirpe bacteriana 
caracterizou um fago de H. pylori, denominando-o de HP1. Este foi descrito como tendo elevadas 
semelhanças com os fagos da família dos Siphoviridae, com uma cabeça icosaédrica com 50nm de 
diâmetro e uma cauda de 170nm de comprimento e 9,5nm de largura. Após clivagem do genoma com 
endonucleases de restrição tipo II (HaeII, HinfI e EcoRI) verificou-se que o fago possuia um genoma 
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de dsDNA com cerca de 22000pb. No entanto o estudo do fago HP1 por microscopia electrónica é 
bastante difícil. Sugere-se que o número de bactérias portadoras do fago é bastante reduzido, 
encontrando-se este numa forma temperada (Vonheinegg et al, 1993).   
Vale descreveu a presença de hipotéticas placas fágicas em quatro estirpes de H. pylori. Este 
fenómeno foi observado após exposição das estirpes bacterianas a extractos concentrados de fezes 
humanas, e de águas residuais, rios e mar. Estas placas surgem após 4 a 8 dias de incubação, 
exceptuando numa das estirpes em que estas surgem passados 2 dias, tendo além disso a 
particularidade de serem induzidas pela radiação UV (Vale et al, 2008). Recentemente foram 
descritas estirpes de H. pylori como contendo genes derivados de fagos no genoma. É o caso da 
estirpe B38 que possui um cluster de treze genes (HELPY1520 a HELPY1525, HELPY1527 a 
HELPY1533) que codificam para proteínas hipotéticas do profago HacII, sendo estas similares ao 
profago descrito em H. acinonychis estirpe Sheeba; contudo nesta última o profago é formado por 32 
regiões codificantes, o que sugere que na estirpe B38 ocorreu delecção de genes (Thiberge et al, 
2010). Uma vez mais é sugerido que se trata de um fago temperado, cuja passagem para o ciclo lítico 
pode ser induzida aquando da exposição do hospedeiro a determinadas condições adversas como 
sendo a exposição à radiação UV.  
 
1.3.1 - Importância dos fagos na biologia de H. pylori 
 
A prevalência de colonização com H. pylori pode variar bastante consoante a idade dos 
indivíduos, bem como a sua localização geográfica, tendo uma prevalência de 70% em países em 
desenvolvimento e de cerca de 40% em países desenvolvidos (Brown, 2000). No entanto o número 
de doentes sintomáticos é inferior a 30% (Kusters et al, 2006). Estes valores associados à possível 
baixa taxa de bactérias portadoras do fago observada pelo grupo de Schmid em 1993, pode levantar 
suspeitas sobre o papel que um possível fago terá na virulência deste microrganismo. Com a infecção 
fágica (fagos temperados) pode ocorrer a integração de DNA exógeno no genoma do hospedeiro, 
sendo uma possibilidade para a aquisição de factores de virulência em algumas estirpes de H. pylori, 
relacionando-se assim a infecção fágica com a aquisição de certos determinantes, como sendo o 
caso das ilhas de patogenicidade (PAI). Um exemplo, são as ilhas de patogenicidade de SP I e SP II 
em Salmonella enterica serovar Typhimurium (Covacci et al, 1997). Em H. pylori a PAI está associada 
à expressão de sistemas de secreção do tipo IV, sendo estas estrirpes denominadas de cag
+
. Esta 
PAI está também associada a um maior risco de desenvolvimentos das patologias associadas a H. 
pylori, uma vez que estas estirpes cag
+
 induzem a uma resposta inflamatória (Cox et al, 2001).  
Em H. pylori a ilha de patogenecidade, onde se encontra os genes cag, tal como noutras 
bactérias foi adquirida por transferência horizontal de genes, pois apresenta uma percentagem de 
G+C diferente da de H. pylori, cerca de 35%, significativamente diferente dos 38-45% típicos do 
genoma de H. pylori. Esta ilha de patogenecidade é flanqueada por sequências repetidas de 31 pb, 
tendo a PAI um locus de 40 Kb inserida no gene cromossomal da glutamato racemase. Não se sabe 
ao certo quais são as moléculas efectoras da cag PAI e como é que os sinais são integrados para 
aumentar a virulência, mas em experiencias com ratinhos, observou-se que a infecção por estirpes 
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cag
+
 induzia gastrite, ao contrário de quando se infectava com estirpes cag
-
 (Covacci et al, 1997; 
Covacci et al, 1999; Srividhya et al, 2007). Outra evidência da aquisição da cag PAI a partir de uma 
fonte externa, nomeadamente um fago, foi descrita por Srividhya utilizando a técnica de Dinucleotide 
Relative Abundance Difference – DRAD, pela qual a diferença de G+C entre o hospedeiro e fago não 
é relevante, mas sim a natureza não redundante do fago. Desta forma é sugerido que a ilha de 
patogenecidade de H. pylori tem origem num elemento externo à bactéria, nomeadamente um fago 
(Srividhya et al, 2007).  
 
1.3.2 – H. pylori  vista como uma bactéria sem fagos associados 
 
Numa perspectiva oposta à então agora descrita, H. pylori é tida como uma bactéria cujo 
genoma não possui profagos. Como argumentos para tal posição está o facto de algumas bactérias 
terem simplesmente eliminado qualquer profago do seu genoma, ou mesmo impedido a entrada de 
DNA exógeno usando diferentes tipos de sistemas de restrição; também o facto de a bactéria habitar 
um ambiente tão peculiar como o estômago humano, faz com que seja extremamente desfavorável a 
presença de fagos no seu nicho ecológico. Outras razões para a não descoberta de profagos podem 
simplesmente relacionar-se com o acaso. Por exemplo 3 estirpes de Streptococcus pneumonia já 
sequenciadas não possuem profagos integrados, sabendo-se que 76% das estirpes os possuem 
(Brussow et al, 2004).  
A identificação de profagos integrados no genoma bacteriano, baseia-se na descoberta de 
genes que codificam para proteínas especificas de fagos como a integrase. Contudo a identificação 
da integrase não é suficiente para se considerar a existência de profagos, sendo necessário a 
detecção de outras proteínas específicas de fagos, tais como a terminase, proteína portal, proteínas 
da cápside, cauda e algumas lisinas (Abedon, 2008). A observação destas proteínas encontra-se já 
descrita em H. pylori, tendo sido encontrado um profago no genoma desta bactéria pelo grupo do 
Prof. Mégraud (Filipa Vale, comunicação pessoal). 
Com a análise do genoma de H. pylori foi possível descrever a presença de uma enzima 
autolítica capaz de degradar a parede celular. O gene denominado de lys parece estar conservado 
entre espécies, sendo que a sua região codificante apresenta um elevado grau de homologia com a 
sequência codificante da lisozima do bacteriófago T4. Especula-se assim que este gene pode ter sido 
originado num profago (Khemayan et al, 2006).  
A presença deste gene levantou também dúvidas sobre a observação de placas fágicas 
hipotéticas, já que pode ter ocorrido uma autólise programada (Fujita et al, 2005); e daí o tempo tardio 
de ocorrência das placas. O modelo de autólise prevê que a bactéria active a autolisina na presença 
de factores ambientais adversos. A lise bacteriana liberta proteínas citoplasmáticas como a catalase e 
urease, que ao serem absorvidas por células vizinhas vão ajudar a sobrevivência destas na mucosa 
gástrica. Na experiencia realizada a origem das placas fágicas pode também ter-se devido ao 
envelhecimento da cultura, exposição a UV e concentrados de fezes humanas (Vale et al, 2008). 
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1.4 - Objectivos e estratégia adoptada 
 
Este trabalho tem como objectivo principal o isolamento e caracterização de bacteriófagos de 
H. pylori. Para tal foram adoptadas várias estratégias. A primeira consistiu na tentativa de indução do 
ciclo lítico de eventuais profagos integrados no genoma das várias estirpes em estudo. A indução foi 
realizada quer em meio sólido quer em meio líquido, com recurso a agentes causadores de stress e 
de danos no genoma bacteriano, nomeadamente o recurso a radiação UV, mitomicina C, β-
lactâmicos e outros agentes. A segunda estratégia foi a recolha de diferentes amostras ambientais e 
amostras dos habitats do género Helicobacter, averiguando-se para a presença de fagos líticos 
presentes nestas amostras. Numa última abordagem recorreu-se à análise genómica e detecção de 
fagos por PCR. 
Como controlo dos procedimentos adoptados, todos os procedimentos foram feitos para 
outros 2 géneros bacterianos, Escherichia e Campylobacter, sendo um objectivo secundário o 
isolamento de bacteriófagos destes dois géneros bacterianos. 
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2 – Materiais e Métodos 
2.1 - Estirpes bacterianas e condições de crescimento 
 
Ao longo deste trabalho recorreu-se a três géneros de microrganismos diferentes, 
Escherichia, Campylobacter e Helicobacter. Estando a lista de espécies e estirpes usadas indicadas 
na tabela 3. 
Tabela 3: Lista de estirpes/DNA usados 
Género Espécie Estirpe  Origem 
Escherichia E. coli DH10B  New Englad Biolabs 
Campylobacter C. jejuni P7
▪;
 P14
▪
; P24
▪
; P33
▪
; P37
▪
; P44
▪
; P49
▪
; 
P51
▪
; P52
▪
; P54
▪
; P55
▪
; P62
▪
; P64
▪
; P65
▪
; 
P129
▪
; P132
▪
; P133
▪
; P143
♦
; P213
●
; P217
▪
; 
P229
▪
; P250
♠
; P289
♠
; P495
♠
; P571
▪
;  
NCTC 12658; NCTC 12660; NCTC12662 
 
 
INSA 
 
 
 
 
Univ. Minho 
 C. coli P15
▪
; P16
▪
; P25
▪
; P26
▪
; P218
♦
; P238
▪
; P371
▪
; 
P575
▪
;  
A11; 8907 
INSA 
 
 
 
Univ. Minho 
Helicobacter H. pylori BAPOUI; JP1/95; Mex228; B45* 
B1A♣; B3A♣; B4A♣; B6A♣; B8A♣; HS10A♣; 
HS11A♣; HS14A♣; 
P1*; 
26695*; J99*,  
Univ. Bordeaux 
 
HPV 
 
MPIIB 
Institute Pasteurs 
 H. felis  University 
California Davis  H. mustelae  
 H. cinaedi   
 H. anadensis  
 
INSA - Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge; HPV – Hospital de Pulido Valente; MPIIB – Max Plank 
Institute for Infection Biology; * Estirpes em que apenas se usou DNA genómico; ♣ Estirpes isoladas de biopsias 
gástricas de doentes assintomáticos. ▪ Estirpes de origem fezes humanas; ♦ Estirpes de origem fezes avícolas; ● 
Estirpe de origem fezes bovinas; ♠ Estirpe de origem fezes suínas 
 
O crescimento das diferentes estirpes de E.coli foi feito em meio Luria broth – LB, 5 g/L 
extracto de levedura (Difco), 10 g/L triptona (Difco), 5 g/L NaCl e 1M NaOH (Merck), suplementado 
com 10mM de MgSO4 (Merck) e 1mM de CaCl2, quer em meio líquido, quer meio sólido, tabela 4. 
Incubou-se em ambiente de aerobiose e a 37°C, sendo que no caso de meio liquido com agitação. 
 Para o crescimento das estirpes de Campylobacter coli e C. jejuni usou-se meio sólido 
Brucella broth - BB (Becton, Dickinson and Company), suplementado com 10% v/v de soro fetal 
bovino - SFB (cat. 10500-064, Gibco) e suplemento selectivo de Campylobacter – Skirrow 
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(Vancomicina 10mg/L, Trimetoprim 5mg/L e Polimixina B 1250 IU), 2mL/0,5L de meio (ref. SR0069, 
Oxoid); o crescimento em meio líquido teve como base meio BB, suplementado com 10% v/v de SFB, 
10mM de MgSO4 e 1mM de CaCl2 e sem adição de antibiótico, tabela 4. Incubou-se 24-48 horas a 
42°C, em condições de microaerofília, 5% O2, 15% CO2 e 85% N2 (Gasin ou CampyGen, OXOID).  
As estirpes de H. pylori e as restantes espécies do género Helicobacter foram crescidas em 
condições de microaerofília, a uma temperatura de 37°C. A cultura de H. pylori foi feita em dois meios 
selectivos, Helicobacter pylori Selectivo – HPS, (10% soro cavalo, 2 Unidades Vitox e 43g de Wilkins 
Chalgreen Anaerobe Agar (Biogerm, Porto) e meio Brucella, suplementado com 10% v/v SFB e 
suplemento selectivo de Helicobacter pylori – Dent (Vancomicina 10mg/L, Trimetoprim 5mg/L, 
Cefsulodina 5mg/L e Amfotericina B 5mg/L), 2mL/0,5L de meio de cultura (ref. SR0147, Oxoid), tabela 
4. As restantes espécies do género cresceram-se em meio não selectivo Brucella suplementado com 
10% v/v SFB. O crescimento em meio líquido foi feito no meio descrito para Campylobacter sp., mas 
com adição de 1% v/v de PolyViteX – PVX-M (ref. 55651, bioMérieux, França), suplemento selectivo 
de Helicobacter pylori - Dent, 2mL/0,5L e a 37ºC.  
Para crescimento de todas as estirpes bacterianas em meio sólido (caixa de Petri) 
suplementou-se cada meio com 1.5% w/v de agar (Difco). 
 
 Microrganismo 
E. coli C. coli e C. jejuni H. pylori Helicobacter não pylori 
Meio sólido LB suplementado 
com 10mM 
MgSO4 e 1mM 
CaCl2 
BB suplementado 
com 10% SFB e 
Skirrow 
HPS (Biogerm) e BB 
suplementado com 
10% SFB e Dent 
BB suplementado com 
10% SFB 
Meio líquido BB com 10% SFB, 10mM MgSO4 e 1mM CaCl2 (+ 1% PVX-M e Dent para H. pylori) 
 
2.2 - Concentração de amostras de águas  
 
Foram recolhidas 5 amostras de águas, uma no Lago da Faculdade de Psicologia da 
Universidade de Lisboa, uma no lago do Campo Grande, uma em bebedouro de aves de aviário e 
duas em bebedouros de animais de pecuária em quintas na Beira Baixa. As várias amostras foram 
concentradas por dois protocolos distintos, um deles recorrendo à precipitação de eventuais 
partículas virais presentes pelo polietileno glicol - PEG (Kutter & Sulakvelidze, 2005) e outro 
concentrando as amostras por filtração. 
Na primeira das metodologias, a 50 ml de cada uma das amostras foi centrifugada a 5700 g, 
5 minutos, a 4ºC para remover os detritos de maiores dimensões, foi depois adicionado na proporção 
de 1:4 v/v, uma solução de 20% w/v PEG8000 (ref. P5413, Sigma) com 2,5M de NaCl (Merck), com 
vista a precipitar partículas virais e impedir a adsorção e promover a dissociação de fagos aos restos 
celulares. A solução de PEG foi previamente esterilizada por filtração, com recurso a filtros de baixa 
afinidade para proteínas, poliéster sulfona – PES, e com poro de 0,22μm (ref. SLGP033RS, Millex 
GP, Millipore, EUA). Após adição da solução de 20% w/v PEG8000 com 2,5M NaCl incubou-se 24 
horas a 4ºC e filtrou-se por filtro de PES e poro de 0,45μm (GD/X 13, Whatman), de forma a eliminar 
Tabela 4: Meios de cultura sólidos e líquidos usados  
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contaminantes. As partículas virais aderidas ao PEG8000 foram precipitadas por centrifugação a 
5700g, durante 1 hora a 4ºC, após centrifugar o precipitado foi recuperado para tubo Eppendorf e 
conservado a 4ºC (Kutter & Sulakvelidze, 2005). 
No outro procedimento as amostras de água foram centrifugadas de igual modo ao 
procedimento atrás descrito para remover detritos de maiores dimensões. Um volume inicial de 50 ml 
foi filtrado com filtro de PES e poro de 0,45μm (GD/X 13, Whatman) de forma a remover 
contaminantes. Após filtração o filtrado foi concentrado 50x em concentradores PES Vivaspin 20 de 
100 000 MWCO (ref. VS2031, Sartorius), previamente passado com uma solução aquosa de 
albumina bovina a 10% v/v - BSA (New England Biolabs, EUA) de forma a evitar adesão de partículas 
virais à membrana e ao plástico do concentrador. O BSA foi previamente esterilizado por filtração 
com filtro de PES e poro de 0,45μm (GD/X 13, Whatman). O concentrado foi depois conservado a 
4ºC. 
 
2.3 - Concentração de amostras de fezes e biopsias  
 
Foram recolhidas 45 amostras, 28 de fezes de aves (frango, pato e peru) e 17 amostras 
provenientes de fezes de mamíferos (porco, vaca, cavalo, cão e gato), e 10 amostras de biopsias de 
cavalo -  5 gástricas da zona do antro e 5 do duodeno (cedidas pelo Laboratório de Parasitologia da 
Faculdade de Medicina Veterinária). As amostras de fezes foram suspensas em 10 ml de tampão SM 
(8mM de MgSO4.7H2O; 100mM de NaCl; 1mM de CaCl2; 50mM de Tris-HCl, pH7,5 e 0,01% w/v 
gelatina) (Kutter & Sulakvelidze, 2005; Raya & Hébert, 2009), homogeneizadas no vortex cerca de 30 
segundos e incubadas ao longo da noite a 4ºC. As amostras de biopsias gástricas foram suspensas 
em 500µl de meio líquido Brucella e maceradas com micro pistões de plástico (Eppendorf) em tubo 
Eppendorf, até se observar a desintegração do tecido. Após incubação as amostras foram pré-
clarificadas duas vezes por centrifugação a 5700g, 15 minutos a 4ºC. O sedimento foi descartado e o 
sobrenadante filtrado, para eliminar contaminação bacteriana, em filtro PES de poro 0.22μm (ref: 
SLGP033RS, Millex GP, Millipore, EUA). Por fim, o sobrenadante filtrado foi concentrado 20x em 
concentradores Vivaspin 6 de 100 000 MWCO (ref. VS0601, Sartorius), com membrana de PES, 
previamente passados por BSA 10x esterilizado por filtração. Os concentrados finais foram 
conservados a 4ºC para posterior teste de presença de fagos.  
 
2.4 - Pesquisa de fagos nos três géneros bacterianos 
 
Todos os concentrados obtidos de águas, fezes e biopsias, foram testados contra as estirpes 
indicadas na tabela 3 (página 11).  
Os microrganismos foram crescidos em meio sólido nas condições descritas em 2.1 (página 
11). A biomassa foi recolhida e suspensa em 1 ml de meio líquido BB suplementado com 10mM de 
MgSO4 e 1mM de CaCl2 até densidade óptica de 0,1, a 600nm (Infinite 200 PRO, TECAN. A esta 
suspensão foi adicionado 4ml de meio semi-sólido (BB suplementado com 10mM de MgSO4,1mM de 
CaCl2, 10% v/v glicerol (Santos et al, 2009) e com 0,6% w/v de agar) previamente aquecido a 
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temperatura de 45ºC. Homogeneizou-se e verteu-se para a placa de Petri, previamente coberta com 
o meio sólido (1,5% w/v agar) adequado ao crescimento de cada microrganismo. Deixou-se secar as 
placas cerca de 10 minutos e adicionou-se 10μl de cada concentrado à superfície, deixando-se secar 
10 -15 minutos na câmara de fluxo laminar antes de incubar – “spot test” (Carlson, 2005). 
2.5 - Ensaio de indução do ciclo lítico de profagos  
 
Com o objectivo de determinar quais das diferentes estirpes em estudo possuem fagos 
integrados no seu genoma (profagos) e ao mesmo tempo determinar se as placas fágicas observadas 
são causadas por um fago lítico externo ou por activação de um profago, procedeu-se então à 
indução destes recorrendo para tal a diversos agentes indutores descritos na bibliografia. 
Como indutores foram utilizados em todas as estirpes de H. pylori e em meio líquido 0,5 μg/ml 
de mitomicina C (Sigma) previamente diluída em 0,1M de MgSO4 (Raya & Hébert, 2009), 0.06 μg/ml 
de ampicilina, 0.03 μg/ml penicilina G, 16μg/ml bismuto citrato III (Megraud & Lehours, 2007) e 
bismuto subsalicilato III (Marshall et al, 1987) e radiação ultra violeta de 254 nm (UV), durante 30 
segundos a uma distância de 10 cm da fonte de radiação (Vale et al, 2008). A indução em meio sólido 
com radiação UV foi testada em todas as estirpes dos 3 géneros bacterianos. No género Helicobacter 
a indução com mitomicina C e radiação UV foi feita em meio sólido e líquido. 
 Na indução em meio sólido a cultura foi aplicada sobre meio LB (E. coli), meio BB com 10% 
soro fetal bovino e suplemento de Skirrow (Campylobacter) e meio HPS (H. pylori) e submetida a 
radiação UV directamente; na indução com 0,5 μg/ml de mitomicina C, incubou-se as suspensões de 
H. pylori com o agente indutor durante 30 minutos a 37ºC, sendo depois aplicadas sobre o meio de 
cultura.  
No ensaio com indutores de profagos em meio líquido (descrito em 2.1, página 11), foram 
adicionados 0,5 ml de uma suspensão bacteriana com densidade óptica de 0,1, a 600 nm a 10 ml de 
meio. Por fim adicionou-se os agentes indutores nas concentrações indicadas. Para a indução com 
radicação UV, centrifugou-se 1 ml de suspensão bacteriana (6000g, 10 minutos) com densidade 
óptica de 0,1 a 600 nm e suspendeu-se o pellet em 0,5 ml de MgSO4 a 0,1M. A suspensão foi 
transferida para uma caixa de Petri estéril e submetida a radiação UV, 254 nm, ao longo de 30 
segundos. Transferiu-se a suspensão para 10 ml de meio (Raya & Hébert, 2009). 
 Incubou-se nas condições apropriadas a cada microrganismo, com agitação (120 rpm). Após 
48 horas de incubação, centrifugou-se 5700g, 15 minutos, 4ºC. Recolheu-se o pellet e o 
sobrenadante, este último foi filtrado por filtro PES de poro 0.22μm (ref: SLGP033RS, Millex GP, 
Millipore, EUA) e concentrado com PEG8000 como descrito em 2.2, página 12. Após no final recolher 
o pellet este foi testado pelo método descrito em 2.4 (Spot test). O pellet resultante da sedimentação 
das células ou restos celulares foi suspenso em 1 ml de tampão SM e adicionado clorofórmio (CHCl3) 
na proporção de 1:4 v/v. Centrifugou-se 12000g, 5 minutos a 4ºC, recolheu-se o sobrenadante e 
testou-se para a presença de fagos. 
Cada amostra foi testada contra todas as outras estirpes e a própria estirpe. 
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2.6 - Isolamento de fagos a partir de placas fágicas, purificação, 
produção e conservação 
 
As placas fágicas visualizadas na gelose foram recolhidas com o auxílio de uma pipeta de 
Pasteur estéril e suspensas em 100 μl de tampão SM. Incubou-se ao longo da noite a 4ºC e testou-se 
as amostras na estirpe hospedeira, tendo sido feitas diluições seriadas de 1:10 v/v até diluição 10
-10
 
em tampão SM com vista à obtenção se placas fágicas isoladas, determinar o título da suspensão de 
fagos isolados e averiguar a presença de mais que um tipo de fagos. Repetiu-se o procedimento 3 
vezes de forma a garantir a pureza dos fagos isolados (Carvalho et al, 2010).  
Com o objectivo de aumentar o título da suspensão de bacteriófagos de Campylobacter jejuni, 
foi adaptado o procedimento descrito por Sambrook e Russel para preparação do stock em meio 
líquido. Após crescimento das estirpes em meio líquido adicionou-se os fagos e incubou-se com 
agitação a 42ºC, 48 horas. Centrifugou-se (5700g, 10 min, 4ºC), filtrou-se o sobrenadante com filtro 
PES, 0,22μm (ref: SLGP033RS, Millex GP, Millipore, EUA), o pellet foi suspenso 1 ml de tampão SM 
e lisado com 1:4 v/v de clorofórmio. Concentrou-se as 2 amostras 20x em concentradores Vivaspin 6 
de 100 000 MWCO (Sartorius), com membrana de PES.  
Determinou-se o título das suspensões obtidas, realizando diluições seriadas de 1:10 v/v em 
tampão SM e testando em caixa de petri pelo método Spot test atrás descrito. 
A conservação das suspensões de fagos foi feita de duas formas: suspensão em tampão SM 
a 4ºC, protegido da luz e a -80ºC com a adição de 7% v/v DMSO (Sambrook & Russel, 2001). 
 
2.7 - Pesquisa de fagos por PCR em H. pylori 
 
O DNA genómico de H. pylori foi obtido de acordo com protocolo padronizado do kit de 
extracção de DNA QIAamp DNA Mini Kit (QIAgen, ref 51304), após crescimento das várias estirpes 
em meio selectivo HPS (Biogerm, Porto) ao longo de 48h em condições de microaerofilia. As 
reacções de amplificação de DNA foram realizadas num termociclador BIO-RAD C1000 (Bio-Rad), 
tendo as reacções sido preparadas de acordo com as indicações do fornecedor para Phire® Hot Start 
II DNA Polymerase - Finnzymes/Thermo fisher scientific, Finlândia, com excepção da concentração 
dos oligonucleótidos (primers) em que se utilizou 3,2 μM. Para uma reacção com 50µl de volume 
usou-se 1µl polimerase, 200µM cada dNTP, tampão de reacção da polimerase a 1x e 20ng de DNA. 
As temperaturas de realização das reacções de PCR foram determinadas de acordo com a 
temperatura de fusão dos oligonucleótidos (primers) – tabela 5. O tempo de extensão foi determinado 
em função da dimensão do fragmento a amplificar, usando-se 15s/1Kb. As sequências dos primers 
foram cedidas pela Dra. Filipa Vale da Faculdade de Engenharia da Universidade Católica 
Portuguesa (FEUCP). Estes foram desenhados com base no alinhamento de 3 sequências, profago 
de H. acinoniychis, profago remanescente da estirpe H. pylori B38 e profago da estirpe H. pylori B45. 
Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose (SeaKem LE) a 0,9% w/v com 
brometo de etídio (1μg/ml) em tampão Tris-Borato EDTA 1x (45 mM Tris-Borato, 1mM EDTA, pH 8,0) 
e marcador de pesos moleculares de 100 pb e 1000pb (New England Biolabs, EUA). À amostra a 
correr em gel juntou-se 5 μl de tampão de corrida (0,2% azul de bromofenol, 50% glicerol, 50 mM 
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EDTA, H2O) de forma a aumentar a densidade da amostra e ser visível o progresso da corrida 
(Sambrook & Russel, 2001). Os produtos de PCR com interesse, isto é, todos os que possuem um 
peso molecular de acordo com a dimensão esperada, bem como outros sem a dimensão esperada 
foram purificados de acordo com o protocolo padronizado para o kit illustra GFX PCR DNA and Gel 
Band Purification Kit (ref. 28-9034-71, GE Healthcare) e enviados para sequenciar. 
 
Tabela 5: Sequencias dos oligonucleótidos usados na amplificação de 3 genes específicos de profagos de H. 
pylori, temperaturas de emparelhamento e dimensão dos fragmentos a amplificar. 
 
Primers T annealling (Ta)* Dimensão (pb) 
F1Integrase/ R1Integrase 60,09ºC 500pb 
Ffinphage/ Rfinphage 61,64ºC 487pb 
Fprimase/ Rprimase 63,58ºC 327pb 
* Calculada em http://www.finnzymes.com/tm_determination.html 
 
2.8 - Preparação das amostras para observação para microscopia 
electrónica de transmissão e de varrimento. 
 
As placas fágicas obtidas por indução de profagos foram observadas por microscopia 
electrónica de transmissão (TEM) e de varrimento (SEM). Os “stocks” fágicos foram observados por 
TEM após coloração por “negative staining”.  
A preparação das amostras foi efectuada no Hospital de Curry Cabral (Lisboa, Portugal) no 
serviço de Anatomia Patológica Patológica sob a orientação do Dr. António Pedro e a observação por 
TEM (microscópio Jeol, Jem 100SX)  foi realizada nesse mesmo local. As observações por SEM 
(Jeol, JSM-7001F) foram realizadas no Instituto Superior Técnico (Lisboa, Portugal). 
 
2.8.1 - Inclusão das amostras em resina (Epon-Araldite) 
 
Para observação por TEM as amostras foram submetidas a um procedimento que tem como 
base a fixação, lavagem, desidratação das amostras, inclusão em resina e preparação de cortes ultra 
finos. Inicialmente as amostras são fixadas em 3% w/v de glutaraldeído (este permite excelente 
penetração e conservação da amostra) em tampão cacodilato de sódio 0,1M, pH7,3 a uma 
temperatura de 4ºC ao longo de 2 horas. Procede-se depois a 3 lavagens da amostra, com incubação 
de 10 minutos, com tampão cacodilato 0,1M, pH7,3 antes de proceder a uma nova fixação com 1% 
w/v de tetróxido de ósmio (OXOID) em tampão cacodilato 0,1M, pH7,3 ao longo de 1 hora, (este 
último tampão foi obtido pela junção na proporção de 1:1 de 2% w/v tetróxido de ósmio com 0,2M de 
tampão cacodilato pH7,3 e 10mg/ml de ferricianeto de potássio (ref 20150, Electron Microscopy 
Sciences). Antes de proceder a uma última fixação com 0,5% w/v de acetato de uranilo em tampão 
acetato-ácido acético 0,1M, pH5 ao longo de 1h, as amostras (neste caso suspensão bacteriana) são 
incorporadas em 2% w/v de agar de forma a se obterem pequenos pedaços sólidos e lavadas 3 
vezes com incubação de 10 minutos em tampão cacodilato 0,1M, pH7,3 seguida de 3 novas lavagens 
com tampão acetato-ácido acético 0,1M, pH5, ao longo de 10 minutos. Após fixar com acetato de 
uranilo procedeu-se novamente à lavagem com tampão acetato-ácido acético 0,1M, pH5. O processo 
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de desidratação das amostras foi feito recorrendo a sucessivas lavagens em etanol; numa primeira 
lavagem recorreu-se a álcool a 70%, tendo-se incubado ao longo de 10 minutos antes de se passar 
para 2 novas lavagens ao longo de 10 minutos com álcool 95% e 3 lavagens ao longo de 10 minutos 
com álcool absoluto. Antes da inclusão em resina de epon-araldite, as amostras foram lavadas 3 
vezes ao longo de 15 minutos em óxido de propileno e novamente 2 vezes ao longo de 30 minutos 
em oxido de propileno com epon-araldite na proporção de 1:1. Removeu-se o óxido de propileno 
deixando o tubo Eppendorf com a amostra 1 hora aberto na hotte e incubou-se a 4ºC durante a noite. 
A amostra foi incluída na resina Epon-Araldite (15g Epon, 12g Araldite, 33g DDSA (Dodecenyl 
Succinic Anhydride), 1,6g DBP (Dibutil ftalato) e 1,2g DMP-30 (2,4,6-Tri(dimetilaminometil) fenol) 
(Electron Microscopy Sciences) em moldes de silicone e deixada a secar ao longo de 3 dias a uma 
temperatura de 70ºC. 
2.8.2 - Contraste dos cortes ultra finos 
 
Os cortes ultra finos das amostras incluídas em resina epon-araldite foram feitos num 
ultramicrótomo tendo os melhores cortes (dourados à refracção da luz) sido corados com o objectivo 
de dar contraste às amostras. O contraste dos cortes foi feito com a incubação em acetato de uranilo 
a 2% w/v em água destilada, ao longo de 30 minutos. A amostra foi lavada com água e seca em 
papel de filtro antes de incubar 5 minutos numa solução de citrato de chumbo (obtida por junção de 
44,33 mg/ml de nitrato de chumbo, 58,67 mg/ml de citrato de sódio e 1N de NaOH). Por fim a amostra 
foi novamente lavada com água destilada e aderida numa grelha de cobre (LC200-Cu, Electron 
Microscopy Sciences) para se observar num microscópio Jeol, Jem 100SX a 80KV. 
 
2.8.3 - Observação de fagos por “negative staining” 
 
A observação dos stocks fágicos foi feita sem recurso a qualquer agente fixativo, tendo a 
amostra sido incorporada numa grelha de cobre (LC200-Cu, Electron Microscopy Sciences) por 
contacto desta com a amostra ao longo de 2-5 minutos. O contraste da amostra foi obtido por 
incubação da grelha com a amostra 10-15 minutos em acetato de uranilo a 2% w/v.  
2.8.4 - Observação por SEM 
 
Foram observados por SEM bactérias planctónicas e as placas de lise semelhantes a placas 
fágicas (H. pylori). Nas primeiras foi adicionado 3% w/v de glutaraldeído em tampão cacodilato de 
sódio 0,1M, pH7,3 e incubado 1 horas, 4ºC. Centrifugou-se a 7500g, 5 minutos, temperatura ambiente 
e suspendeu-se o pellet em tampão cacodilato 0,1M, pH7,3. As putativas placas de lise, foram 
removidas intactas do agar com a adição de 3% w/v de glutaraldeído em tampão cacodilato de sódio 
0,1M, pH7,3 e passadas para lâmina de vidro. Incubou-se com o agente fixador 1h a 4ºC e lavou-se 
com tampão cacodilato 0,1M, pH7,3. Em ambas as amostras antes de serem cobertas com ouro, 
estas foram colocadas em lâminas de vidro 10x10mm, deixando-se secar ao ar.   
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3 - Resultados 
3.1 – Fagos líticos  
 
Os fagos isolados foram obtidos de um total de 60 amostras testadas (concentrados), 5 
amostras de águas, 10 de biopsias gástricas, 17 de fezes de mamíferos e 45 de fezes de aves, 
descritas no anexo I. Após concentração estas foram testadas contra E. coli, C. coli, C. jenuni e H. 
pylori, obtendo-se iguais resultados quer na concentração com PEG8000 quer filtrando em 
concentradores 
 Nas amostras de água recolhidas apenas se verificou a presença de fagos de E. coli. Estes 
foram detectados nas 3 amostras provenientes de águas de bebedouros. Relativamente às amostras 
recolhidas no lago da Faculdade de Psicologia e Campo Grande não foi detectada a presença de 
fagos específicos para os 3 géneros bacterianos testados. Nos concentrados obtidos a partir de 
amostras de fezes de aves e mamíferos verificou-se a presença de um grande número de amostras 
contendo fagos de E. coli, num total de 15 amostras em 45 testadas, anexo I. Relativamente aos 
concentrados obtidos de fezes de aves, foram detectados e isolados fagos em amostras com origem 
em fezes de frango, pato ou peru, figura 2, tendo sido observadas placas fágicas com diferentes 
diâmetros, que pode indicar a presença de mais que um tipo de fago. Quando se testou concentrados 
provenientes de fezes de mamíferos, apenas se obteve resultados positivos para os dois 
concentrados obtidos a partir de fezes de porco.  
Do teste dos 60 concentrados nos géneros Campylobacter e Helicobacter apenas se verificou 
a presença de fagos numa amostra, proveniente de fezes de peru – anexo I, sendo estes específicos 
de duas estirpes do género Campylobacter, nomeadamente para as estirpes C. jejuni NCTC 12660 e 
NCTC 12662, sendo estas tidas como estirpes indicadoras para o teste de fagos. Não se obteve 
qualquer resultado positivo para as estirpes de C. coli e género Helicobacter, sendo que para este 
último não está descrita qualquer estirpe indicadora.  
 
 
a)  b)  c)  
d)  e)  f)  
Figura 2: Placas fágicas com diferentes diâmetros observadas numa série de diluições em E. coli e C. jejuni 
NCTC 12662 após isolamento a partir de amostras ambientais. a) Placas fágicas em E. coli e d) em C. jejuni, 
com placas de diferentes diâmetros, indicador de diferentes tipos de fagos presentes. b) e c) placas fágicas em 
E. coli e e) e f) em C. jejuni após isolamento a partir de uma única placa. 1 – Fago fBB23.2; 2 – Fago fBB25.1; 3 
– Fago fBBCamp1.5; 4 – Fago fBBCamp1.4. Escala/Barra horizontal corresponde a 2mm. 
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1 
3 
2 
4 
4 
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Os fagos de cada concentrado foram isolados de acordo com o diâmetro e morfologia das 
placas obtidas após teste dos concentrados. Desta forma para C.jejuni foram identificados três tipos 
de placas fágicas, em que dos 5 fagos isolados, denominados de fBBCamp1.1 a 1.5, fBBCamp1.1 e 
1.2 possuíam placas com menos de 1mm, fBBCamp1.3 e 1.4 originam placas com diâmetro entre 1 e 
2mm e fBBCamp1.5 com placas de mais de 2mm, figura 2. Numa só amostra foram isolados fagos de 
E.coli e C. jejuni, nessa amostra foram também observadas placas de diferentes dimensões, menos 
de 1mm a mais de 2mm, para o mesmo hospedeiro. O que indica que num só concentrado além de 
estarem presentes fagos de diferentes hospedeiros, para um só hospedeiro estão presentes mais que 
um tipo de fagos.  
3.2 - Indução do ciclo lítico de profagos  
Com vista a testar para a presença de profagos 
integrados recorreu-se a vários agentes indicados como indutores 
de profagos. Todas as estirpes dos 3 géneros bacterianos foram 
testadas em meio sólido com exposição a radiação UV, ao longo 
de 30 segundos. Em E. coli (estirpe DH10B) e nas diferentes 
estirpes do género Campylobacter não foi visível a formação de 
qualquer placa fágica, ao fim de 2 dias de incubação. Nas estirpes 
do género Helicobacter (BAPOUI, JP1/95, Mex228, B1A, B3A, 
B4A e HS10A) foi visível ao fim de 72 horas a formação de zonas 
de lise semelhantes a placas fágicas, figura 3, sendo que estas 
têm um contorno irregular/estrelado. Estas placas foram depois 
observadas por microscopia electrónica, figura 6, página 22. Na indução das estirpes do género 
Helicobacter e Campylobacter em meio sólido com mitomicina C, não se observou a formação de 
qualquer zona de lise. 
Em meio líquido foi observada lise bacteriana, ao se 
testarem os concentrados obtidos após indução do ciclo lítico, 
figura 4. A indução com Penicilina G e posteriormente 
concentração com PEG8000 revelou ser um método eficiente já 
que em 9 das 11 estirpes testadas foi verificada a presença de um 
agente inibidor do crescimento de H. pylori, tabela 6. Foi também 
observada inibição provocada pela adição de concentrados com 
ampicilina, mitomicina C e bismuto citrato. A diluição seriada dos 
concentrados que inibiam o crescimento bacteriano permitiu 
verificar que não se tratava de um fago, já que não foi visível a 
presença de placas fágicas, mas sim uma zona de inibição que 
diminuiu com a diluição. Com vista a verificar que a inibição não 
era causada pelo próprio antibiótico (Penicilina G), além de esta 
ser rapidamente inactivada pela adição de PEG (de acordo com o fabricante), esta foi fervida 15 
minutos e 2 horas (solução de penicilina 0,03μg/ml) e num outro ensaio passou-se por 
concentradores Vivaspin 500 PES até 3000 MWCO (ref VS0191, Sartorius), em paralelo foi feito o 
 
Figura 3: Observação de zonas de 
lise semelhantes a placas fágicas 
após indução com UV, H. pylori 
estirpe (BAPOUI). Escala 
corresponde a 2mm. 
 
Figura 4: Zonas de lise em cultura 
de H. pylori estirpe B3C após 
adição dos concentrados, obtidos 
depois da indução de profagos de 
H. pylori em meio líquido.  Indica 
zonas de lise. 
1cm 
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mesmo procedimento para os concentrados nos quais se verificou actividade anti microbiana, 
Verificou-se actividade inibitória mesmo filtrando com concentradores de 3KDa e fervura ao longo de 
15 minutos nas amostras dos concentrados (não tendo sido esta actividade observada, no controlo 
com penicilina em iguais condições); com 2 horas de fervura não foi observado qualquer efeito 
inibitório em todas as amostras (Penicilina G e concentrados).  
 
Tabela 6: Percentagem de estirpes de H. pylori com inibição do crescimento após adição dos concentrados 
obtidos após indução de profagos em meio líquido. 
   
  Indutor 
Estirpe 
CHCl3    PEG8000   
Ctrl Amp PenG BSS CBC MitC UV  Ctrl Amp PenG BSS CBC MitC UV 
JP1/95 0 0 27,3 0 0 0 0  0 0 81,8 0 0 0 0 
BAPOUI  0 0 0 0 0 0 0  0 0 72,7 0 0 0 0 
Mex228 0 0 0 0 0 0 0  0 0 72,7 0 0 0 0 
B1A 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
B3C 0 0 0 0 0 0 0  0 0 81,8 0 0 0 0 
B4C 0 63,6 72,7 0 0 0 0  0 72,7 54,5 0 0 0 0 
B6A 0 0 0 0 0 9,1 0  0 0 63,6 0 0 72,7 0 
B8A 0 0 9,1 0 0 0 0  0 9,1 36,4 0 0 0 0 
B10A 0 0 0 0 0 0 0  0 0 72,7 0 9,1 9,1 0 
HS11A 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
HS14A 0 0 9,1 0 0 0 0  0  63,6 0 0 0 0 
Ctrl – Controlo; Amp – Ampicilina; PenG – Penicilina G; BSS – Bismuto (III) Subsalicilato; CBC – Bismuto (III) 
Citrato; Mitomicina C; UV – Luz ultra violeta 
 
3.3 – Pesquisa de bacteriófagos de H. pylori por PCR 
Com base em alinhamentos de sequências de fagos e remanescentes de fagos integrados 
nos genomas de 2 estirpes de H. pylori (B38 e B45) e 1 de H. acininychis estirpe Sheeba foram 
desenhados três pares de primers com afinidade para a integrase, a primase e uma proteína 
conservada no fim da sequência do profago (cedidos pela Dra. Filipa Vale). Usando a estirpe B45 
como controlo positivo e a estirpe 26695 como controlo negativo, foi possível verificar para a 
sequência da integrase, um resultado positivo em duas das estirpes em estudo (B3A e B8A). Foi 
também observado amplificação de fragmento de maiores dimensões, aparentemente inespecíficos 
(Figura 5 e Tabela 7), tendo também alguns deles sido sequenciados, juntamente com os fragmentos 
esperados (sem as sequências disponíveis até à entrega deste manuscrito).   
Tabela 7: Pesquisa de sequências de profagos de H. pylori. 
Estirpe 
Sequência 
B45 26695 B1A B3A B4A B6A B8A HS10A HS11A HS14A 
          
Integrase + - * + * * + * * * 
Primase + - - * * * * - * * 
Prot. Fim + - * * * * * * * * 
+ Ocorreu amplificação e o fragmento com a dimensão esperada; - Não ocorreu amplificação; * Ocorreu 
amplificação mas os fragmentos não possuem a dimensão esperada. 
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3.4 – Pesquisa de fagos por SEM e TEM  
 
Após indução de profagos com radiação UV e incubação ao longo de 24 horas em meio HPS, 
a zona onde ocorreu crescimento bacteriano foi recuperado na totalidade e observada por SEM onde 
foi possível observar não só o biofilme numa forma intacta – figura 6a, mas também o inicio da 
formação de zonas de lise (placas fágicas) – figura 6b. A amplificação destas zonas permitiu observar 
dois tipos de morfologias na estrutura (biofilme): na região dos bordos onde não se observou 
qualquer zona de lise, o crescimento bacteriano ocorreu normalmente, envolvido numa matriz 
extracelular, sem qualquer evidência de degradação da matriz ou lise celular e os contornos lisos. O 
mesmo não ocorreu nas zonas onde foi observado o inicio da formação das zonas de lise celular 
(possíveis placas fágicas). Nestas zonas verificou-se não só um decréscimo na matriz extracelular 
presente, mas também a degradação desta nas zonas onde se verifica a ocorrência de lise celular e a 
presença de inúmeras partículas que poderão representar não só o resultado da lise celular, 
originando pequenas vesículas, mas também bacteriófagos. Contudo não é possível fazer esta 
distinção em SEM. 
a)  
b)  
c)  
Figura 5: a) Amplificação do gene da integrase, 500pb, com resultado positivo para as estirpes B3A e B8A. 
Observa-se também amplificação noutras estirpes, considerando-se inespecífico. b) Amplificação do gene de 
uma proteína conservada do fim, 487pb, observando-se amplificação considerada inespecífica. c) Amplificação 
do gene da primase, 327pb, observando-se amplificação considerada inespecífica. B45 controlo positivo e 
estirpe 26695, controlo negativo. As imagens encontram-se invertidas. 
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a)  b)  
c)  d)  
e)  f)  
 Figura 6: Observação directa por SEM de um biofilme de H. pylori (BAPOUI) onde foi observado zonas de lise, retirada 
directamente da gelose (meio HPS) e fixada (sem alteração da estrutura). a) Aspecto macroscópico do biofilme. b) 
Observação de micro placas com lise bacteriana. c) Observação de um dos bordos do biofilme onde não se observou 
lise e a matriz extracelular não degradada d – f) Amplificação de uma zona onde é visível a lise bacteriana, a degradação 
da matriz extracelular e vesículas microscópicas com cerca de 0,1μm, possivelmente fagos. 1- Micro placas; 2 – matriz 
extracelular não degradada; 3 – Zona de lise celular; 4 – H- pylori envolvida em matriz extracelular; 5 – Matriz 
extracelular degradada; 6 – Vesículas/fagos? 0,1μm na zona onde se observa lise bacteriana. 
 
1 
2 
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 Com o crescimento em meio líquido – figura 7, é possível visualizar a ausência de uma matriz 
extracelular, observando-se células planctónicas. Nas observações realizadas foi possível visualizar a 
presença de flagelos numa das extremidades, sendo a terminação tipica destes numa estrutura 
bulbosa (tipo cauda de leão), figura 7a, que resulta da dilatação do revestimento do flagelo (Geis et 
al, 1993); observa-se também a presença de dois tipos de morfologia celular, uma delas 
correspondente a células viáveis, com uma morfologia de bacilos espiralados e outra correspondente 
a células cocoides, figura 7b, consideradas como estruturas de resistência ou viáveis mas não 
cultivável. Tal como foi observado nas zonas de lise celular na figura 6, voltou a verificar-se a 
presença de inúmeras partículas à superfície da membrana externa, possuindo estas uma dimensão 
inferior a 0.1μm. 
 
Nas observações das várias estirpes por TEM, após inclusão na resina e preparação de 
cortes ultrafinos, não foi possível distinguir a presença de fagos de outras estruturas, nomeadamente 
cortes ao nível do flagelo e outras estruturas. Admite-se a possibilidade de estarem presentes 
partículas fágicas, contudo ou por estes apresentarem uma morfologia pouco característica, ou 
estarem presentes em número pouco significativo não foi possível a sua observação. Foram 
observadas 5 estirpes de Helicobacter pylori, nomeadamente estirpe BAPOUI, JP1/95, Mex228, B3A 
e B4A. 
 
3.5 – Morfologia dos fagos isolados 
 
Foram coradas por negative staining e observados por TEM 5 amostras de fagos isolados 
neste trabalho, nomeadamente 4 fagos de C. jejuni (fBBCamp1.1, 1.4, 1.5 e 3C) e 1 amostra de fagos 
E. coli não isolados (fBB9Mix), tendo apenas sido observados fagos em 2 das amostras de C. jejuni e 
E. coli. Verificou-se a presença de fagos de C. jejuni com uma dimensão de cerca de 100nm de 
diâmetro da cápside, com estrutura icosaédrica e uma cauda longa (não perceptível na figura 8a), 
a)  b)  
 Figura 7: Observação de H. pylori após crescimento em meio líquido. São visíveis 2 tipos de células (bacilos e formas 
cocoides), bem como a presença de várias vesículas à superfície celular. 1- Flagelos; 2 – Célula cocoide; 3 – Célula em 
forma de bacilo espiralado; 4 – Vesículas à superfície bacteriana. 
1 
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pertencendo estes à família dos Siphoviridae. Na figura 8b é visível o inicio da cauda do fago, 
contudo esta está partida. Na amostra de fagos de E. coli foi possível verificar a presença de fagos de 
diferentes famílias e diferentes dimensões dentro da mesma família. Na figura 8d, é visível a 
presença de uma fago pertencente à família Siphoviridae com uma cápside icosaédrica com diâmetro 
de cerca 60nm e uma cauda longa e não contráctil de cerca de 120nm. A cápside encontra-se 
preenchida por DNA. Nas figuras 8e e 8f é perceptível a presença de 2 fagos com diferentes 
dimensões o que está de acordo com as placas fágicas de diferentes dimensões originadas no teste 
desta amostra, em resultado de maior afinidade para o hospedeiro ou maior progenia. Na figura 8g é 
notória a presença de uma segunda família de fagos, verificando-se um fago com uma cauda 
contráctil, uma cápside icosaédrica de cerca de 50nm de diâmetro e pertencente à família Myoviridae, 
distinta dos fagos descritos anteriormente para a mesma amostra.   
 
a)  b)  c)  
d)
 
e)
 
f) 
 
g) 
 
Figura 8: Observação de fagos de C. jejuni (fBBCamp1.1) e E. coli (fBB9Mix) por TEM corados por negative 
staining. a – c) Fagos de C. jejuni com cápside icosaédrica e cauda longa. d) Fagos de E. coli cápside icosaédrica e 
cauda longa (família Siphoviridae) e - f) Presença de diferentes tipos de fagos, ambos com cápside icosaédrica e 
pertencentes à mesma família. g) Observação de diferentes famílias (1- Myoviridae e 2 - Siphoviridae) de fagos de 
E. coli. A escala corresponde a 0,1μm. Ampliação 40000x, 80Kv. 
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4 - Discussão dos resultados e conclusão 
 
Ao longo deste estudo pretendeu-se o isolamento e caracterização, quer em termos de 
morfologia como do genoma de bacteriófagos de uma espécie bacteriana para a qual já foi descrita a 
sua existência (Goodwin et al, 1989; Marshall et al, 1987; Schmid et al, 1990; Vale et al, 2008; 
Vonheinegg et al, 1993) não estando estes disponíveis actualmente. 
Neste estudo não foi possível o isolamento e caracterização de bacteriófagos de H. pylori. 
Contudo metodologias semelhantes permitiram isolar vários fagos de E. coli e Campylobacter. Já se 
sabia que não seria fácil atingir o objectivo principal e assim foram adoptadas várias abordagens, tais 
como a detecção de fagos líticos presentes em amostras recolhidas do meio ambiente, indução de 
profagos com recurso a diversos agentes descritos como indutores e pesquisa por PCR.  
Na pesquisa de fagos em amostras ambientais apesar dos dois métodos usados obtiveram-
se resultados idênticos quer para a concentração de partículas fágicas por filtração em 
concentradores, quer na precipitação de partículas fágicas com PEG8000, no entanto o uso de 
concentradores com um determinado poro pode levar à perda de fagos de menor dimensão, bem 
como à perda de partículas fágicas por adesão destes à membrana e plástico, sendo por isso o uso 
do PEG uma estratégia mais apropriada. Com esta abordagem foi possível o isolamento de fagos 
específicos para dois géneros bacterianos, nomeadamente o género Escherichia e Campylobacter, 
verificando-se que numa só amostra obtida a partir de fezes de aves foi identificado a presença de 
bacteriófagos da família dos Siphoviridae específicos para os dois géneros, sendo que o facto dos 
fagos observados em E. coli possuírem cápsides de diferentes dimensões e se observarem placas 
fágicas de diferente diâmetro indica que existe variabilidade entre os fagos observados. Contudo na 
observação por TEM apenas foi possível a visualização de fagos em 1 das 4 amostras de fagos de C. 
jejuni, pelo que dado se terem observado placas fágicas com diferente diâmetro seria expectável, tal 
como foi verificado para E. coli, a observação de diferentes tipos e fagos ou mais que uma família. O 
facto de não ter sido detectada a presença de fagos em 3 de 4 amostras de fagos de C. jejuni pode 
indicar que os fagos isolados, mas não identificados, podem pertencer a uma família com uma 
morfologia pouco característica, daí a dificuldade em se observarem; que o método usado com vista a 
obter um título elevado (concentração por filtração em concentradores de 100KDa) pode não ser o 
mais adequado, pois pode ocorrer adesão dos fagos às superfícies, estes não ficarem retidos e 
passarem através dos poros, sendo por isso a concentração por ultracentrifugação ou gradiente de 
densidade os métodos mais adequados, sempre que disponíveis.  
O facto de se ter isolado fagos de Campylobacter apenas numa amostra em 60, anexo I, a 
dificuldade de observar os fagos isolados para este género bacteriano, é apenas mais um indicador 
do pouco conhecimento e das dificuldades do manuseamento não só deste género, mas também do 
género Helicobacter, visto estes pertenceram mesma ordem, Campylobacterales. Tendo sido 
necessário a adaptação e criação de novos protocolos adaptados a microrganismos fastidiosos e 
microaerófilos; a obtenção de um elevado título de fagos de C. jejuni requereu a produção de um 
elevado volume de cultura de um microrganismo patogénico, sendo no final necessário concentrar 
(por filtração) todo o volume da cultura, já que a progenia originada é cerca de 10
4
, daí que para 
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conservar, infectar novas culturas, extrair DNA seja necessário aumentar o titulo viral (idealmente o 
método indicado seria a ultracentrifugação).  
Não foi detectada a presença de qualquer fago lítico específico para o género Helicobacter 
nas amostras ambientais. Este fenómeno pode dever-se ao facto das estirpes testadas poderem ser 
imunes a eventuais fagos presentes, não sendo por isso infectadas, já que podem conter profagos 
integrados que lhes conferem imunidade; outro dos factores que pode ter condicionado este trabalho 
pode estar relacionado com a ausência dos receptores específicos para que ocorra uma adesão 
irreversível do fago ao hospedeiro. O elevado número de sistemas de restrição e modificação (RM) 
presentes em H. pylori (http://tools.neb.com/~vincze/genomes/index.php?page=H  28 sistemas de RM 
para a estirpe B38) faz com que a entrada de DNA exógeno e a sua integração no genoma seja 
dificultado, visto os sistemas de RM serem descritos como uma mecanismos de defesa (“Sistema 
imunitário”) adoptado como forma de protecção contra a entrada de DNA exógeno (Labrie et al, 
2010). Assim, mesmo estando na presença de fagos específicos para H. pylori a imunidade 
desenvolvida pelas estirpes usadas neste estudo pode ter sido um factor condicionante ao objectivo 
proposto. Outros factores externos que podem ter condicionado o presente estudo, deve-se à 
presença do fago nas amostras ambientais recolhidas, visto que estudos revelaram uma associação 
entre a presença de fagos em amostra ambientais e a presença ou ausência do hospedeiro 
bacteriano nesse mesmo ambiente (Rooks et al, 2010). O facto deste microrganismo sobreviver num 
ambiente inóspito como o estômago, sendo pouco consensual/raro o seu isolamento (sob formas de 
resistência) a partir de outros ambientes (águas superficiais) faz com que a presença de fagos 
específicos para este microrganismo no meio ambiente seja limitado ou caso existam se encontrem 
em número reduzido e dificilmente detectável. Apesar de pouco consensual tem sido descrito o 
isolamento deste microrganismo a partir de fezes humanas em crianças mal nutridas ou quando 
administrados inibidores de sais biliares (Sicinschi et al, 2003; Thomas et al, 1992). A eventual 
presença deste microrganismo em fezes humanas levanta problemas relativamente à sua presença 
em águas (Brown, 2000) sobretudo nas zonas com menores condições de higiene. Desta forma uma 
possível fonte de fagos de H. pylori poderá ser as fezes humanas e águas residuais não tratadas (de 
águas primárias de ETARs ou de efluentes não tratados), sendo esta uma opção a testar 
futuramente. 
Actualmente não está descrita uma estirpe de referência de H. pylori. Esta estirpe é 
geneticamente estável e permitiria a realização de um controlo para averiguar se o facto de não se 
terem detectado fagos se deve à sua ausência na amostra ou à resistência por parte das estirpes, 
algo que foi conseguido para Campylobacter. Assim, a ausência de uma estirpe de referência de H. 
pylori faz com que em futuros estudos se tenham de ter em conta todos os mecanismos de 
resistência a bacteriófagos, nomeadamente resistência numa primeira barreira (ao nível da 
membrana externa) onde a adsorção do fago pode ser bloqueada por 3 mecanismos: bloqueio ou 
alteração dos receptores; produção de uma matriz extracelular e produção de inibidores competitivos, 
com elevada afinidade para os mesmos receptores. Uma segunda barreira ao nível da membrana 
interna na qual é impedida a entrada de DNA pela expressão de genes de profagos (Superinfection 
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exclusion system – Sie) e citoplasma, onde o DNA exógeno é digerido por sistemas de restrição e 
modificação (Labrie et al, 2010).  
Outra das estratégias adoptadas foi a indução do ciclo lítico de eventuais profagos integrados, 
ou seja estirpes lisogénicas. A indução em H. pylori foi feita em meio sólido (com UV e mitomicina C) 
e meio líquido. Após exposição à radiação UV em meio sólido foi observada a formação de zonas de 
lise semelhantes a placas fágicas, 72 horas após indução. O facto de não ter sido possível o 
isolamento de fagos directamente à partir da recolha das zonas de lise (placas) pode dever-se ao 
facto desta observação poder ser causado pelo fenómeno de autólise programada, em que pode 
ocorrer lise de uma célula individual por um processo altamente regulado e controlado, que resulta na 
libertação do conteúdo citoplasmatico para o exterior. No caso de H. pylori esta autólise é 
denominada de autólise altruísta, uma vez que as proteínas citoplasmáticas libertadas são absorvidas 
pelas bactérias vizinhas. Desta forma a lise de uma porção da população bacteriana beneficia as 
restantes células viáveis (Blanke & Ye, 2001). Esta autólise é um processo que depende da fase do 
ciclo celular, ocorrendo sobretudo em culturas numa fase tardia (fase estacionaria) do crescimento, 
pois as proteínas normalmente absorvidas pelas células vizinhas (urease e catalase) não são 
detectadas no exterior ao longo da fase exponencial (24 a 72 horas).   
Com vista a determinar se as zonas de lise observadas se devem a um processo 
independente do de autolise programada, uma das estratégias futuras seria a construção de clones 
mutantes para os genes codificantes para as “penicillin-binding proteins” (PBP), nomeadamente a 
PBP4, descrita como tendo uma actividade de endopeptidase que degrada o peptidoglicano.  
A observação directa das zonas de lise (com 24 horas) por microscopia electrónica de 
varrimento permitiu visualizar o inicio da formação destas zonas de lise. O crescimento lento deste 
microrganismo pode explicar o porquê de apenas após 72 horas ser visível a olho nu. Esta 
observação não suporta a hipótese de se tratar de um processo de autolise programada, uma vez 
que se trata de um fenómeno localizado, verificando-se não só a degradação da matriz 
extracelular/biofilme que pode ser causada por depolimerases pertencente a fagos ou recrutadas por 
este (Azeredo & Sutherland, 2008) , mas também a presença de pequenas estruturas semelhantes a 
fagos apenas e só na zona onde se observa lise. 
A indução do ciclo lítico de profagos integrados foi feita também em meio líquido. Após 
preparação dos concentrados e teste contra todas as estirpes verificou-se maioritariamente a inibição 
do crescimento de H. pylori quando testados os concentrados provenientes da indução com Penicilina 
G e precipitação com PEG8000. Uma vez que não foi possível o isolamento de partículas fágicas pelo 
procedimento descrito em 2.6, averiguou-se a possibilidade da inibição ser causada pelo próprio 
antibiótico. Esta hipótese foi descartada uma vez que de acordo com o fabricante a penicilina G é 
rapidamente inactivada com a adição de PEG; após incubar 15 minutos a 100ºC, a actividade 
inibitória do antibiótico não se observou, contrariamente ao observado nos concentrados. A presença 
de actividade inibitória após filtração por poro de 3KDa, indica a presença de uma partícula de 
reduzidas dimensões podendo tratar-se de um péptido ou ácido gordo (Kabara et al, 1972; Nobmann 
et al, 2009). Neste caso um dos procedimentos futuros será a análise destes concentrados por 
espectroscopia de massa (GC-MS) com vista a determinar o composto inibidor.  
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A observação das imagens de microscopia electrónica de varrimento de uma cultura crescida 
em meio líquido (sem indução) mostra a presença de estruturas semelhantes a bacteriófagos à 
superfície da membrana externa, com um diâmetro de cerca de 100nm. A presença destes ficaria a 
dever-se a uma libertação espontânea (Carrolo et al, 2010). Apesar de não se poder afirmar que se 
trata de fagos, esta observação corresponderá à libertação de pequenas vesículas da membrana 
externa num processo semelhante ao descrito para a Borrelia burgdorferi, Pseudomanas aeruginosa, 
Neisseria meningitidis, Haemophilus influenza e Campylobacter jejuni (Blanke & Ye, 2001). A 
dimensão destas vesículas poderá variar ente os 50 e 300nm de diâmetro, formam-se sobretudo na 
fase exponencial do crescimento, pensando-se que estão envolvidas na entrega de toxinas e 
antigénios à mucosa gástrica, desempenhando funções ao nível da patogénese bacteriana. Com a 
observação realizada não é possível concluir se foram observados bacteriófagos à superfície 
bacteriana, libertados por uma indução espontânea do ciclo lítico de um profago, ou se foi observado 
um mecanismo descrito como responsável pelo transporte de factores de virulência deste 
microrganismo para as células hospedeiras, através de libertação de pequenas vesículas. 
Considera-se no entanto que a observação destas estruturas correspondem a um fenómeno 
distinto daquele que foi observado, após indução do ciclo lítico de profagos com UV em meio sólido, 
pelo facto de neste último se tratar de um fenómeno localizado e se ter observado a formação de uma 
zona de lise. A possibilidade de visualizar estas zonas de lise é uma das vantagens relativamente a 
meio líquido. 
Uma das últimas estratégias adoptadas foi a pesquisa de profagos integrados por PCR. Os 
primers usados foram desenhados com base no alinhamento das sequências dos genes da integrase, 
primase e uma proteína conservada do profago II de H. acinonychis, e as estirpes H.pylori B38 e B45. 
Com esta pesquisa foi possível verificar a presença do gene da integrase em duas das estirpes 
testadas (B3A e B8A), contudo não se observou amplificação para os restantes genes, o que indica 
que nestas estirpes está presente apenas remanescentes de um profago funcional. O facto de se ter 
um resultado positivo em 20% das estirpes testadas, pode significar que a presença de profagos ou 
remanescentes destes pode ser um fenómeno comum. Contudo o acumular de mutações leva a que 
a maioria destes não seja induzível, e por isso apenas detectável por PCR ou sequenciação de 
estirpes portadores destes genes. 
Actualmente o estudo de profagos é feito com recurso a métodos de bioinformatica, 
recorrendo a programas como Phage_Finder ou comparação de sequências BLAST (Fiocca et al, 
1999), pois estes permitem uma rápida identificação destes. No entanto, a identificação de profagos 
baseada em técnicas de comparação de genomas ou sequências de fagos pode levar a erros, uma 
vez que a maioria das sequências de profagos não estão anotadas e são escassas as bases de 
dados com os genomas fágicos, (http://www.ebi.ac.uk/genomes/phage.html) o que dificulta a sua 
pesquisa. A maioria dos profagos hoje identificados são na sua maioria incompletos e inactivos, 
contudo apesar destes terem perdido a capacidade de se excisar e lisar a célula, certos genes destes 
profagos remanescentes podem permanecer activos sendo benéficos em termos evolutivos e “fitness” 
para o próprio hospedeiro.  
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Desta forma experiencias de indução de profagos e a reanotação de determinadas regiões 
dos genomas bacterianos deveram ser áreas de estudo futuro com vista a uma melhor compreensão 
e identificação de profagos.  
Apesar de não se ter conseguido isolar bacteriófagos numa forma funcional, a presença 
destes nesta estirpe bacteriana ficou demonstrada pela pesquisa por PCR, podendo no entanto não 
se encontrar funcionais, o que não invalida que determinados genes possam ter tido origem fágica, 
não se encontrando descritos como tal. O isolamento de um fago desta estirpe permitiria assim 
compreender melhor o papel que estes teriam na virulência ou avaliar se teriam alguma importância 
para o seu aproveitamento ao nível terapêutico e indústria, usando o fago, lisinas ou outras moléculas 
com interesse. 
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Anexos 
 
 I - Neste trabalho foram testados concentrados obtidos de um total de 60 amostras de 
diferentes origens. Estes foram testados em 54 estirpes bacterianas no total para averiguar a presença 
de fagos líticos nas amostras. A lista de amostras testadas, bem como as de amostras portadoras de 
fagos específicos para as estirpes usadas encontra-se na seguinte tabela. 
 
 Fagos Isolados 
Nº amostra Origem E. coli φ≠* Campylobacter φ≠* Helicobacter φ≠* 
1 Fezes aves – Frango  + 1 + 3 - na 
2 Fezes aves – Frango + 3 - na - na 
3 Fezes aves – Pato  
Fezes aves – Frango 
+ 1 - na - na 
4 + 1 - na - na 
5 Fezes aves – Frango + 1 - na - na 
6 Fezes aves – Pato  + 1 - na - na 
7 Fezes aves – Frango + 2 - na - na 
8 Fezes aves – Frango + 1 - na - na 
9 Fezes aves – Peru  + 3 - na - na 
10 Fezes aves – Pato  + 3 - na - na 
11 Fezes aves – Frango + 2 - na - na 
12 Fezes mamífero – Cão - na - na - na 
13 Fezes mamífero – Ovelha - na - na - na 
14 Fezes mamífero – Gato - na - na - na 
15 Fezes mamífero – Porco  + 2 - na - na 
16 Fezes aves  - na - na - na 
17 Fezes aves  - na - na - na 
18 Fezes aves – Frango - na - na - na 
19 Fezes aves – Frango + 1 - na - na 
20 Fezes mamífero – Cão - na - na - na 
21 Fezes aves – Pato - na - na - na 
22 Fezes aves – Frango - na - na - na 
23 Fezes aves – Frango + 3 - na - na 
24 Fezes mamífero – Ovelha - na - na - na 
25 Fezes mamífero – Porco + 1 - na - na 
26 Fezes aves - na - na - na 
27 Fezes aves - na - na - na 
28 Fezes aves - na - na - na 
29 Fezes aves - na - na - na 
30 Fezes aves - na - na - na 
31 Fezes aves - na - na - na 
32 Fezes aves - na - na - na 
33 Fezes aves - na - na - na 
34 Fezes aves - na - na - na 
35 Fezes aves - na - na - na 
36 Fezes aves - na - na - na 
35 
 
37 Fezes mamífero – Cavalo  - na - na - na 
38 Fezes mamífero – Vaca  - na - na - na 
39 Fezes mamífero – Vaca  - na - na - na 
40 Fezes mamífero – Vaca  - na - na - na 
41 Fezes mamífero – Cavalo - na - na - na 
42 Fezes mamífero – Cavalo  - na - na - na 
43 Fezes mamífero – Ovelha  - na - na - na 
44 Fezes mamífero – Ovelha  - na - na - na 
45 Fezes mamífero – Cavalo  - na - na - na 
46 Água Lago Campo Grande - na - na - na 
47 Água Lago Psicologia - na - na - na 
48 Água bebedouro de Aves + 2 - na - na 
49 Água bebedouro de mamíferos + 2 - na - na 
50 Água bebedouro de mamíferos + 1 - na - na 
51 Biopsia Duodeno – Cavalo  nt na - na - na 
52 Biopsia Estômago – Cavalo nt na - na - na 
53 Biopsia Duodeno – Cavalo nt na - na - na 
54 Biopsia Estômago – Cavalo nt na - na - na 
55 Biopsia Duodeno – Cavalo nt na - na - na 
56 Biopsia Estômago – Cavalo nt na - na - na 
57 Biopsia Duodeno – Cavalo nt na - na - na 
58 Biopsia Estômago – Cavalo nt na - na - na 
59 Biopsia Duodeno – Cavalo nt na - na - na 
60 Biopsia Estômago – Cavalo nt na - na - na 
   
 
 
 
 
  
 
 
 
φ≠ - Número de fagos isolados; * - Considerou-se diferente o número de placas fágicas de diferentes diâmetros, 
associando diferentes morfologias de placas a diferentes fagos; nt – Não testado; na – Não aplicável; - Não se isolou 
fagos da amostra; + Foram isolados fagos. 
 
